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© Procede de preparation d'extraits polyphenoli- 
ques de type flavane-3-ol purifies ("pyonog^nols") a 
partir de diverses matieres premieres vegetales, ca- 
ractertse en ce qu'il comprend les etapes consistant 
a epuiser la matiere vegetale brute tout d'abord par 
I'eau, a filtrer le melange, a centrifuger le filtrat 
apres sejour au froid, a epuiser le surnageant par 
I' acetate d'ethyle. a sSparer la phase organique 
contenant I'extrait, a distiller cette phase sous pres- 
sion reduite pour recuperer I'acetate d'&hyle, a re- 
prendre par I'eau le residu aqueux et a lyophiliser ta 
solution aqueuse obtenue, ce qui fournit I'extrait re- 

v-cherche sous forme d'une poudre entierement solu- 

^ble dans I'eau. 

Utilisation de I'extrait obtenu comme substance 

CD active, a effet capteur sur les radicaux libres, dans 

P^des produits pharmaceutiques, dietetiques et cosme- 
tiques. 
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Procede de preparation d'extraits polyphenoiiques de type fiavane-3-ol purifies et extraits obtenus 



L'invention concerne un procede de prepara- 
tion d'extraits polyphenoiiques de type flavane-3-ol 
et ies extraits obtenus qui trouvent des applications 
en pharmacie. en dietetique et en cosmetologie. 

Le terme "pyonogenol" (etymologiquement : 
qui engendre des produits condenses) a ete attri- 
bue en 1979 a une famille de polyphenols vege- 
taux jusqu'alors englobes dans le groupe disparate 
des flavonoVdes, (cf. J. Masquelier et a) dans Inter- 
nal J. Vit.Nutr.Res.. 1979. 49, 307-311). 

Le systeme cyciique fondamental des pyono- 
genols est celui du 2-phenylchromanne (I) 




sur lequel sont generalement plusieurs groupe- 
ments hydroxy en particulier en position 3 et 4. 

C'est le plus souvent par Pintermediaire d'une 
condensation avec elimination d'^O entre le grou- 
pement hydroxy en C-4 d'une molecule et Patome 
d'hydrogene en C-8 d'une autre molecule que se 
forment facilement Ies oligomeres et les polymeres 
superieurs, un exemple de dimere (le procyanidol) 
ayant la formule suivante II 




Les pyonogenols forment un ensemble homo- 
gene et autonome dont le caractere chimique es- 
sentiei est une propension a la condensation. Leur 
interet biologique reside principalement dans leur 
intense pouvoir capteur envers les radicaux libres 
oxyggnes (J. Masquelier, Bull. O.l.V. 1988, 689- 
690 , 554-578) qui leur ouvre de nombreuses appli- 
cations en pharmacie, en dietetique et en cosmeto- 
logie. 

Bien que iargement repartis dans le regne ve- 
getal, les pyonogenols ne s'y trouvent pas a des 
concentrations elevees et sont entoures de divers 
polyphenols qui ne presentent pas d'interet sur le 
plan biologique recherche et sont en outre insta- 



tes voire meme toxiques et qu'il faut done elimi- 
ner de Pextrait de pyonogenols. De ce fait, les 
techniques d'extraction anterieures mettent en oeu- 
vre divers melanges de solvants et necessitent des 

5 operations complexes de fractionnement et de puri- 
fication, avec des rendements mediocres et a des 
couts de production importants. 

En effet. les plantes a pyonogenols qui sont 
des leucoanthocyanes incolores sont generalement 

w des plantes a tanins. en raison d'une voie biogene- 
tique commune. Or, ces tanins constituent une 
fraction a eliminer, en raison de leur peu d'interet 
pharmacologique, de leur instability et des incom- 
patibilites biologiques qu'ils provoquent.a cause de 

15 leur masse moleculaire elevee (fixation irreversible 
aux proteines sanguines par exemple). 

Dans Pindustrie, felimination des tanins met en 
jeu le relargage par les electrolytes. C'est ainsi que 
de nombreux procedes d'epuisement d'un materiel 

20 vegetal comportent une phase de precipitation des 
tanins condenses indesirables a I'aide du chlorure 
de sodium a saturation (cf. par exemple FR-A-1 
427 100). Cela entraTne le rejet d'^normes volumes 
de solutions salines, dont on ne peut se de*barras- 

25 ser sans polluer gravement Penvironnement. Tout 
procede* permettant d'4liminer ces tanins sans le 
recours a ce salage constitue done un progres 
primordial sous Pangle industriel. En outre, Pabsen- 
ce de sel permet eventuellement de recuperer le 

30 tanin comme sous-produit. 

Dautres documents decrivent Pextraction de 
composes differents des pyonogenols. 

FR-A-2 276 059 decrit Pextraction par Peau 
d'anthocyanes. Ceux-ci sont des pigments rouges 

as extractives par Peau mais seulement en presence 
d'anhydride sulfureux, et ne sont en solution alcoo- 
lique que sous forme de chJorure. 

FR-A-2 276 060 decrit Pextraction par Peau et 
par Pacetate d'ethyle d'un extrait flavonique. Cet 

40 extrait se caracterise par Pabsence de leucoantho- 
cyanes (page 2, lignes 3-4). 

Par ailleurs, en raison meme de leur nature, les 
pyonogenols existent chez les plantes sous divers 
degres de condensation : monomeres, dimeres, 

45 oligomeres, polymeres, que Pon trouve le plus sou- 
vent cote a cote dans la matiere premiere vegeta- 
le. Etant donne que les effets pharmacologiques ne 
sont pas uniformement repartis entre ces differen- 
tes formes de condensation, it importe que le pro- 

so edde" d'extraction privilegie les fractions possedant 
au maximum la proprie'te recherchee. Par exemple, 
s'agissant des effets antiradicalaires, il faut obtenir 
en priorite les oligomeres (degre de condensation 
egal a 2, 3 et 4), puisque Pexperience d^montre 
que leur pouvoir capteur est nettement plus eleve 
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que calui des autres fractions. Une action antivirale 
conduira, en revanche, a selectionner les polyme- 
res. 

II est done utile de pouvoir preparer a partir 
d'une matiere premiere vegetale un extrait riche en 
pyonogenols et suffisamment punfie pour servir de 
matiere premiere pour la confection de medica- 
ments, de produits dietetiques et de cosmetiques. 

La solubilite des pyonogenols dans l'eau est 
remarquable. Sauf pour les hauts polymeres, qui 
ont peu d'interet au point de vue pharmacologique, 
I'eau s'avere done le solvant extractif de choix, ses 
principaux a vantages etant : 

- I'extraction d'un large eventail de pyonogenols 

- I'exciusion des hauts polymeres 

- son cout faible par rapport a celui des solvants 
organiques. 

La presente invention fournit un tel procede, 
qui comprend les etapes consistant a epuiser la 
matiere vegetale brute tout d'abord par I'eau, a 
filtrer le melange, a centrifuger le filtrat apres se- 
jour au froid, a epuiser le surnageant par l'acetate 
d'ethyle, a separer la phase organique contenant 
I'extrait, a distiller cette phase sous pression redui- 
te pour recuperer I'acetate d'ethyle, a reprendre 
par I'eau le residu aqueux et a lyophiliser la solu- 
tion aqueuse obtenue, ce qui fournit I'extrait recher- 
che, sous forme d'une poudre entierement soluble 
dans I'eau. 

De fagon plus detaillee, le procede comporte 
les etapes suivantes : 

1. Epuisement de la matiere premiere vege- 
tale par I'eau 

2. Extraction de la solution aqueuse ainsi 
obtenue, directement par un solvant organique non 
miscible a I'eau mats envers lequel les pyonoge- 
nols manifestent un coefficient de partage le plus 
eleve possible. L'acetate d'ethyle remplit cette 
condition. En outre, il s'avere selectif vis-a-vis des 
pyonogenols peu condenses : contrairement a ce 
que I'on pensait g^neralement, il ne dissout pas les 
tanins. La saturation par le chlorure de sodium de 
la solution aqueuse. qui semblait etre le prealable 
essential a I'elimination des tanins, peut done etre 
supprimee dans ce nouveau procede, ce qui 
constitue une innovation aux consequences prati- 
ques importantes sur le plan industriel. 

3. L'acetate d'ethyle, separe de la phase 
aqueuse, est evapore sous pression reduite. jus- 
qu'a I'obtention d'un residu aqueux prive de tout 
reste de solvant organique. Cette solution est lyo- 
philisee et le produit obtenu constitue I'extrait des- 
tine aux usages dietetiques et cosmetologiques. 

L titre en pyonogenols de I'extrait obt nu est 
determine par spectrophotometrie. 

Pour obtenir un produit davantage purifie\ par 
exemple pour usage pharmaceutique, I'extrait lyo- 
philise peut subir une purification complementaire 



consistant a le dissoudre dans de l'acetate d'ethyle 
et a le precipiter de cette solution par un solvant 
organique chlore tel que le dichloromethane. On 
peut renouveler une seconde fois cette operation. 

5 Les differentes etapes peuvent etre mises en 

oeuvre de la facon suivante. 

La premiere operation (extraction par I'eau) 
peut revetir de multiples modalttes ou interviennent 
principalement quatre parametres : volumes, tem- 

/o perature, duree, pH. 

- le rapport V/P (volume d'eau/poids de matiere 
brute) peut varier dans une large fourchette, selon 
que la matiere vSgetale est seche ou fraTche, com- 
pacte ou divisee. mouillable ou hydrofuge. II est 

is bien evident que I'extraction de feuilles vertes exi- 
gera moins d'eau qu'une ecorce seche. Chaque 
type de matiere brute constitue un cas d'espece. 

- La temperature de I'eau peut, elle aussi, faire 
i'objet de multiples ajustements, depuis la simple 

20 maceration a froid ( + 4'C), a la temperature du 
laboratoire, ou a des temperatures variant de 
+ 20* a 100' C. 

L'eau a ['ebullition (decoction) et la vapeur 
d'eau sous pression (percolation) sont 6galement 
25 utilisables. 

Le choix de la temperature idoine resulte d'es- 
sais preliminaires assortis du dosage global des 
pyonogenols extraits. 

- La duree de I'extraction par I'eau influe, dans 
30 chaque cas, sur le rendement, et doit etre ajustee 

selon les resultats du dosage. Plus la temperature 
est 6lev4e, plus le traitement est court, mais les 
pyonogenols ne supportent pas un long sejour a 
temperature elevee : une extraction a + 80 " est, a 
35 cet egard, moins agressive qu'une decoction a 
(Ebullition. 

- Le pH : le contenu cellulaire vegetal est en 
general situe a des pH inferieurs a 7. Par ailleurs, 
les pyonogenols supportent mai un sgjour en mi- 

40 lieu alcalin. On doit done veiiler a ce que le pH de 
I'eau soit £pH 6 (ce qu'il est en general) au cours 
de I'extraction. En outre, il peut etre utile d'ajouter 
a l'eau une substance re'ductrice, telle que (e sulfite 
acide de sodium, a raison de 0,5g par litre par 

45 exemple, pour eviter I'oxydation des pyonogenols 
en cours d'extraction. De meme, il faut priver l'eau 
de traces de fer ou de cuivre qui activent I'auto- 
oxydation des polyphenols. L'eau distillee ou des- 
ionis^e est a conseiller. 

so Pour la seconde operation (Epuisement a I'ace- 
tate d'ethyle de la solution aqueuse prgcedemment 
obtenue), diverges modalites d'execution peuvent 
aussi s'appliquer : 

- Technique de l'6puisement : I'acetate d'ethyle 
55 n'est pas miscible a l'eau, mais a son contact, il 
s'en sature. L'epuisement, qui est effectue a la 
temperature ambiante, peut se faire : 
par simple agitation des deux liquides et d^canta- 
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tion, soit spontanee. soit acceleree par centrifuga- 
tion; 

par epuisement continu dans un extracteur du type 
HAGEN, ou par la technique a contre-courant. 

- Le rapport V- V 2( (volume de la solution 
aqueuse volume d'acetate d'ethyle). varie selon le 
mode d'epuisement, la richesse du vegetal en pyo- 
nogenols, les imperatifs industriels de rendement. 

- La distillation de I'acetate d'ethyle a Tissue 
de I'epuisement met en oeuvre toute technique 
permettant d'eliminer entierement le solvant sans 
lui faire subir une temperature trop elevee. On y 
parvient en creant un vide partiel. de telle sorte 
que le solvant distille sans depasser la temperature 
de +50*C; un atomiseur permettant de respecter 
cette norme peut fort bien etre employe. 

Oes exemples de matieres vegetaies pouvant 
etre traitees par le procede suivant I'invention sont 
les suivants sans que cette liste soit limitative : 
pepins de raisins: sommites fleuries d'aubepine; 
bractees de tilleul; ecorce de pin des Landes; 
feuilles de noisetier; feuilles de ginkgo biloba; ecor- 
ce de quinquina; racine de rhubarbe etc . 

Pour apprecier le rendement de I'extraction, en 
suivre les variations selon les modifications appor- 
tees et titrer I'extrait obtenu en pyonogenols, on a 
adopte une technique spectrophotometrique de do* 
sage. En effet. les pyonogenols presentent, en 
lumiere ultra-violette, un spectre d'absorption dont 
le maximum est voisin de 280 nm. et le minimum 
voisin de 256 nm. 

On compare le resuitat obtenu avec celui que 
donne le produit de reference, soit I'extrait seche a 
100* C jusqu'a poids constant. 

Le coefficient d'extinction a 280 nm d'une solu- 
tion dans 1'alcool a 95* de 4mg de produit sec 
pour 100ml est de : 

E ^ 10 ° = 160. 
lea 



Tous les extraits obtenus selon le procede sont 
identifiables par la reaction de BATE-SMITH. A 
10ml d'une solution aqueuse de I'extrait a 1%, on 
ajoute 2ml d'acide chlorhydrique pur et Ton chauffe 
le melange au bain-marie bouiilant (100* C). Une 
intense coloration rouge se forme en quelques 
minutes. Elle est due a une transformation des 
pyonogenols en derives des chlorures d'oxonium 
correspondants (anthocyanes). A ce titre, la reac* 
tion est specifique et permet done la caracteristi- 
que des produits obtenus. 

On decrit ci-apres, a titre iliustratif et nullement 
limitatif, deux exemples de mise en oeuvre du 
proce6e de I'invention. 



Exemple 1 

200g de pepins entiers de raisin (Vitis vinifera) 
sont soumis pendant 2h a une infusion dans 21 

s d'eau distillee contenant 0,5g/l de sulfite actde de 
sodium, chauffee a 80 *C sous agitation constante. 
Le melange est filtre a chaud. Le filtrat (1600ml) 
sejourne ensuite une nuit a + 4*C. puis on le 
centrifuge. Un culot de matieres insolubles est 

ro abandonne. Le surnageant fait I'objet d'une mesure 
d'absorption a 280nm. On I'epuise alors par I'ace- 
tate d'ethyle (600ml) dans un extracteur liquide- 
liquide a contre-oovranl jusqu'a ce que I'absorp- 
tion de la phase aqueuse mesuree a 280nm soit 

rs reduite au M0* de sa valeur initiale. 

L'acetate d'ethyle (500ml) est distille sous 
pression reduite a une temperature infeVieure a 
50 *C. II abandonne un residu aqueux que I'on 
amene a 90ml par addition d'eau. La lyophilisation 

20 de cette derniere solution fournit un produit sec qui 
constitue I'extrait destine aux emplois dtetetiques 
et cosmetologiques. 

Rendement : 9,55g par kg de pepins sees. A 
titre de comparaison, I'extraction de ces pepins 

25 selon une technique conventionnelle incluant un 
relargage par le chlorure de sodium ne livre que 
4.78g d'extrait. 



30 Exemple 2. 

200g d'ecorce de pin des Landes (Pinus mariti- 
ma) grossierement concassee subissent un traite- 
ment identique a celui de I'exemple 1. Le rende- 

as ment en extrait pour usage di6te"tique et cosmeto- 
logique est de 6.07g par kg. Les techniques an- 
ciennes avec relargage au chlorure de sodium ap- 
pliquees a la mime matiere premiere ont un ren- 
dement de 3,0g par kg. En vue d'un usage phar- 

40 maceutique, I'extrait lyophilise <5g) est mis en solu- 
tion dans I'ace'tate d'ethyle (100ml). On ajoute a 
cette solution 200ml de dichloromethane. Un volu- 
mineux precipite de pyonogenols se forme aussi- 
tot On le recueille par filtration sur verre fritte. Le 

4$ filtrat, qui entraTne les impuretes, est distill pour 
rScuperer les solvants. 

Les extraits obtenus selon le procede de Tin- 
vention sont des produits pulverulents, entierement 
solubles dans I'eau. Leur richesse en pyonogenols 

so les destine en particulier aux emplois reposant sur 
un effet capteur envers les radicaux fibres oxyge- 
nes (cf. J. MASQUELIER. Congr§s de la Societe" 
de Nutrition et de Oiete*tique de langue francaise, 
Bordeaux, 26 et 27 septembre 1986 et UCHIDA.S 

55 et al., Med. Sci. Res., 1987, 15, 831-832 qui mon- 
trent que I'effet antiradicalaire des pyonogenols 
surpasse de loin celui de tous les capteurs naturels 
deja connus). 
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L'usage cosmetologique (cremes, gels, solu- 
tions, laiis corporels, aerosols, sels de bain, capsu- 
les ...) et l'usage dietetiques a titre de complement 
alimentaire (en nature sous forme de poudres. so- 
lutions, tablettes, gelules, granules ... ou incorpores 
a des produits de regime deja existants) consti- 
tuent done les emplois majeurs des extraits obte- 
nus selon le procede. 

La preparation de medicaments est egalement 
possible, en particulier pour des indications derma- 
tologiques. 

Le test au dithranol (J. MASQUELfER, tnedit) 
montre en effet que les pyonogenols, tres actifs in 
vitro sur les reactions radicalaires, manifestent le 
meme pouvoir dans I'organisme humain. II consiste 
a de poser sur la peau, en deux endroits distincts 
de la face interne de I'avant-bras, 10 microiitres 
d'une solution de dithranol a 2%o dans le chlorofor- 
me, sur une aire circulaire de 15mm de diametre. 
On laisse evaporer le solvant. Sur l'une des deux 
surfaces, on depose 10 microiitres d'une solution 
alcoolique a 1% de I'extrait a tester. Apres 24h, la 
surface temoin est le siege d'une forte reaction 
inflammatoire due a la production de radicaux li- 
bres oxygenes (HINNEN, M.J. et coll., The Lancet, 
nov. 17, 1984, p. 1129-1130). La surface traitee par 
les pyonogenols montre une reaction tres forte- 
ment attenuee, ou meme une absence d'inflamma- 
tion, ce qui prouve bien que I'extrait selon le proce- 
de exerce son pouvoir capteur in vivo sur I'organi- 
sme de I'homme. Un tel resultat n'a jamais pu etre 
demontre objectivement avec les produits preconi- 
ses jusqu'a present, pour lesquels seuls des tests 
in vitro fondent les proprietes antiradicalaires. 

Les radicaux libres sont incrimines en tant que 
facteurs pathogeniques du vieillissement, de la se- 
nescence et de nombreuses affections medicales 
et chirurgicales. On sait egalement (NORDMANN, 
R., et coll., Bull. Acad. Ntle. Md.. 1985, 169. 1201- 
1206) qu'ils sont impliques dans les effets toxiques 
hepatiques et nerveux de I'alcoolisme. Les extraits 
titres en pyonogenols selon le procede permettent 
d'envisager une prevention de ces effets, en raison 
de leur pouvoir capteur eleve vis-a-vis des radicaux 
libres oxygenes. 

Revendications 



phase sous pression reduite pour recuperer I'aceta- 
te d'ethyle, a reprendre par I'eau le residu aqueux 
et a lyophiliser la solution aqueuse obtenue, ce qui 
fournit I'extrait recherche sous forme d'une poudre 
5 entierement soluble dans I'eau. 

2. Procede suivant la revendication 1 , caracteri- 
se en ce que Ton effectue I'epuisement par I'eau a 
une temperature comprise entre 4*C et 100"C et 
avec une eau distillee ou desionisee dont Je pH est 

to inferieur ou egal a 6, en ce que I'on effectue 
I'epuisement par I'acetate d'ethyle a la temperature 
ambiante, et en ce que J'on distille la phase organi- 
que, pour recuperer I'acetate d'ethyle, sous un vide 
tel que la temperature de distillation ne depasse 

15 pas 50 ' C. 

3. Procede suivant la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que I'eau utilises pour i'epuise- 
ment par I'eau est additionnee d'une substance 
reductrice. 

20 4. Procede suivant la revendication 3, caracteri- 
se en ce que la substance reductrice est le sulfite 
de sodium. 

5. Procede suivant I'une quelconque des re- 
vendications 1 a 4, caracteVise en ce que la matie- 

25 re premiere vegetale est choisie parm'i les matieres 
vegetales suivantes : pepins de raisins; sommites 
fleuries d'aubepine; bractees de tilleul; Scorce de 
pin des Landes; feuilles de noisetier; feuilles de 
ginkgo biloba; tcorce de quinquina; racine de rhu- 

30 barbe. 

6. Procede* suivant I'une quelconque des re- 
vendications 1 a 5, caracteVise en ce que la matie- 
re premiere v4getale est constitute par des pepins 
entiers de raisins, en ce que I'epuisement par I'eau 

35 est une infusion effectuee a 80* C sous agitation 
constante et suivie d'une filtration a chaud, I'eau 
employee etant de I'eau distillee ou desionisee, 
ayant un pH inferieur a 6, et additionnee de 0,5g/l 
de sulfite acide de sodium, en ce que I'epuisement 
40 par I'acetate d'ethyle est effectue dans un extrac- 
ted a contre-courant a la temperature ambiante, et 
en ce que ia distillation sous pression reduite des 
phases organiques surnageantes r£unies est effec- 
tuee a une temperature inferieure a 50* C. 
45 7. Extrait po!yph6nolique de type flavane-3-ol 
purifie obtenu par le proc£de* suivant I'une quelcon- 
que des revendications 1 a 6. 

8. Application de I'extrait suivant fa revendica- 
tion 7 comme constituant de produits cosm^tiques, 
de produits dtet&iques et de medicaments. 



1. Procede de preparation d'extraits potyphe- so 
noliques de type flavane-3-ol purifies 
("pyonogenols") a partir de diverses matieres pre- 
mieres vegetales, caracteVise* en ce qu'il comprend 
les etapes consistant a epuiser la matiere vegetale 
brute tout d'abord par I'eau, a filtrer (e melange, a 55 
centrifuger le filtrat apres sejour au froid, a 4puiser 
le surnageant par I'acetate d'ethyle, a separer la 
phase organique contenant I'extrait, a distiller cette 
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FR-A-2 276 059 (INSTITUT NATIONAL DE 
LA RECHERCHE AGR0N0MIQUE) 

* page 4, exemple; revendications 1,2,4 
* 

FR-A-2 276 060 (S0CIETE CORTICAL) 

* page 1, lignes 16-37 * 

CHEMICAL ABSTRACTS 

tome 79, no. 4, 30 juillet 1973, abrege 
no. 20475t, Columbus, Ohio, US; A.E. 
S0SNIN: "Effect of additions of 
chemical reagents on extraction of 
water-extractive substances from pine 
bark" & Tr. Arkhangel 1 sk. Lesotekh. 
Inst. 1972, no. 32, pages 35-39 

US-E- 25 135 (E. KURTH et al.) 

* page 1, colonne 2, lignes 1-15 * 
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